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Özet: ‹nsan normal ve tümör meme doku pirüvat kinaz› saflaflt›r›larak moleküler a¤›rl›¤› ve kinetik özellikleri araflt›r›lm›fl, normal
meme dokusu ile tümör meme dokusu pirüvat kinaz aktivite düzeyleri karfl›laflt›r›lm›flt›r.
DEAE Sefadeks A-50 kromatografi ile meme dokusunda pirüvat kinaz›n iki farkl› formunun varl›¤› gösterilmifltir. SDS-PAGE ile alt
birimlerinin moleküler a¤›rl›¤› normal dokuda I. pikte 30.000 Da, II. pikte 63.000 Da, tümör dokusunda ise I. pikte 16.500 Da, II.
pikte 60.000 Da olarak saptanm›flt›r. Pirüvat kinaz aktivitesi tümör meme dokusunda normal meme dokusuna göre 5,2 kat fazla
bulunmufltur. Pirüvat kinaz enzimi normal meme dokusunda I. pik 1591 kat, II. pik 636,4 kat, tümör dokusunda I. pik 219 kat, II.
pik ise 318 kat saflaflt›r›labilmifltir.
Reaksiyon h›z e¤risi normal ve tümör meme dokusu pirüvat kinaz›n›n I. pikinde hiperbolikti ve FDP taraf›ndan aktive edilmemifltir.
II. pikte reaksiyon h›z e¤risi tümör meme dokusunda hiperbolik, normal meme dokusunda ise sigmoidald›r ve FDP taraf›ndan aktive
edilmifltir. Hill katsay›s› PEP için enzimde en az iki ba¤lanma bölgesinin varl›¤›n› göstermifltir.
‹nsan meme dokusundan izole edilen pirüvat kinaz izoenzimleri di¤er doku pirüvat kinaz izoenzimleri ile karfl›laflt›r›ld›¤›nda bunlar›n
M1 ve M2 izoenzim oldu¤u ve normal meme dokusundaki M2 izoenzimin tümör meme dokusunda K izoenzime dönüflebilece¤i
düflünülebilir.
Anahtar Sözcükler: ‹nsan meme tümörü, pirüvat kinaz, saflaflt›rma, kinetik özellikler

Purification and Characterization of Pyruvate Kinase from Normal and Tumor Breast Tissues
Abstract: The molecular weight and kinetic properties of pyruvate kinase purified from human normal and tumor breast tissues
were studied and the activity levels of pyruvate kinase from normal and tumor breast tissues were compared.
The presence of 2 forms of pyruvate kinase in human breast tissue was demonstrated by DEAE Sephadex A-50 chromatography.
The molecular weight of subunits estimated by SDS-PAGE in forms I. and II. in normal breast tissue and in forms I. and II. in tumor
breast tissue were 30,000 and 63,000 Da and 16,500 and 60,000 Da, respectively. It was found that the pyruvate kinase activity
in tumor tissue was 5.2 times higher than that in normal tissue. Peaks I and II of pyruvate kinase were able to be purified about
1591-fold and 636.4-fold in normal breast tissue, and 219-fold and 318-fold in tumor breast tissue, respectively.
The reaction rate curve was hyperbolic in the first peaks of both normal and tumor breast tissue pyruvate kinase and was not
activated by fructose-1, 6-diphosphate (FDP). Reaction rate curves in the second peaks of tumor breast tissue and normal breast
tissue pyruvate kinase were hyperbolic and sigmoidal, respectively, and were activated by FDP. The Hill coefficient showed that there
were at least 2 binding regions in the enzyme for PEP.
When compared with other tissue pyruvate kinase isozymes, it seems likely that the isoenzymes of pyruvate kinase isolated from
human breast tissue were M1 and M2 isozymes and that the M2 isozyme of pyruvate kinase from normal breast tissue changed into
K isoenzyme in tumor breast tissue.
Key Words: Human breast tumour, pyruvate kinase, purification, kinetic properties

* Bu çal›flma TÜB‹TAK (VHAG-1442) ve FÜNAF (327) taraf›ndan desteklenmifltir.
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Girifl
Genel anlamda kanser; hücresel kontrolün
kaybolmas›na ba¤l› olarak de¤iflime u¤ram›fl bir hücreden
bir çok hücrenin meydana gelmesi olay›d›r. Çok h›zl›
olarak bölünen transformasyona u¤ram›fl hücreler,
kendilerini çevreleyen dokudan farkl› olarak morfolojik ve
biyokimyasal özellikler göstermektedir (1).
Pirüvat kinaz (E.C.2.7.1.40), adenozin difosfat›n
substrat düzeyinde fosforilasyonunu katalize eden glikoliz
yolunda bulunan allosterik bir enzimdir (2,3).
Çeflitli dokulardaki da¤›l›mlar›na göre insan pirüvat
kinaz› 4 farkl› izoenzime (M1, M2, L ve R) sahiptir (4). R
tip pirüvat kinaz olgun eritrositlerde, L tip pirüvat kinaz
karaci¤er ve böbrek gibi glukoneojenik dokularda
bulunmaktad›r. R ve L tip pirüvat kinaz fruktoz-1,6difosfat (FDP) taraf›ndan aktive edilmektedir (5). M1 tip
pirüvat kinaz yetiflkin iskelet kas›nda bulunan tek
izoenzim olup kalp kas› ve beyinin ana izoenzimidir (3,6).
M1 tip pirüvat kinaz›n kinetik ve regülatör özellikleri di¤er
3 formdan farkl› olarak Michaelis-Menten kineti¤i
göstermekte ve FDP taraf›ndan aktive olmamaktad›r (79). M2 tip pirüvat kinaz fötus ve tümör dokular›n›n major
izoenzimi olup en fazla eriflkin dokularda bulunur (5,10).
M2 tip pirüvat kinaz fosfoenolpirüvat (PEP)’a ilgisi ile
sigmoidal kinetik özellik göstermekte ve FDP taraf›ndan
da aktive edilmektedir. M2 izoenzimi elektroforetik ve
immunolojik olarak M1 izoenzimine, kinetik olarak ta L
izoenzime benzemektedir (3,6,11).
Tümör hücrelerinin enzimoloji ile ilgisi karbonhidrat,
pürin ve pirimidin metabolizmas›n› düzenleyen enzim
aktivitelerinde bir dengesizli¤i göstermesinden ileri
gelmektedir (9,12,13). Benign ve malign doku
proliferasyonlar›nda pirüvat kinaz aktivitesinin genellikle
artt›¤› rapor edilmifltir. Bu da tümör hücrelerinin
metabolizmas›ndaki enerji ve metabolitlerin sa¤lanmas›
için glikolizisin gereklili¤ini aç›klamaktad›r (14).
Kanserdeki enzim aktivitesinin normal dokulardakinden
farkl› olmas›, k›smen de¤iflmifl bir gen ifadesi ile
aç›klanm›flt›r (12,13,15).
Beyin
tümörleri,
retinoblastomalar,
rhabdomyosarcomalar, medullar tiroid kanserleri,
karaci¤er, meme kanserleri ve hepatomalar gibi
neoplastik dokularda K tip pirüvat kinaza de¤iflim oldu¤u
tespit edilmifl ve K tip ile malignite aras›nda bir iliflki
oldu¤u bildirilmifltir. K izoenzimi karbonhidrat
metabolizmas›n›n
düzenlenmesinde
önemli
rol
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oynamaktad›r (9,12,13,16). Baz› araflt›rmac›lara göre
(15,17); K ve M tip ayn› genden, L tip ise farkl› genden
sentezlenmektedir. M ve L izoenzim ile karfl›laflt›r›ld›¤›nda
K tip pirüvat kinaz farkl› kinetik özellik göstermektedir. K
tip izoenzim PEP’e daha az affinite göstermektedir.
Hipodermiste pirüvat kinaz aktivitesinin artt›¤› ve ana
substrat olarak karbonhidrat kullan›ld›¤›, malign
dokularda M formdan de¤iflik bir izoenzim olan K formun
olufltu¤u rapor edilmifltir (9,13,15).
Bu bulgular ›fl›¤›nda insan normal meme dokusunda ve
meme tümöründe pirüvat kinaz enzimi saflaflt›r›larak
moleküler a¤›rl›¤› ve kinetik özellikleri çal›fl›lm›fl, normal
ve tümör meme dokusundaki sonuçlar karfl›laflt›r›lm›flt›r.

Materyal ve Metot
Çal›flma materyali F›rat Üniversitesi T›p Fakültesi
Araflt›rma ve Uygulama Hastanesi Genel Cerrahi
Servisinden mastektomi ile al›nm›fl olup, Patoloji Anabilim
Dal›nda II evre infiltrating duktal karsinom tan›s› konmufl
tümöral ve normal alanlar› içeren doku örneklerinden
oluflmaktad›r.
Pirüvat kinaz aktivitesi 340 nm’de NADH’in azalan
absorbans h›z›n›n ölçülmesi esas›na dayanan Beutler (18)
yöntemine göre spektrofotometrik olarak ölçülmüfltür.
Protein miktar tayininde Lowry (19) metodu
kullan›lm›flt›r.
Dokunun Homojenizasyonu : Normal ve tümör
meme dokusundan al›nan örnekler 1 mM EDTA, 2 mM 2merkaptoetanol, 50 mM KCl içeren 50 mM Tris HCl (pH
7,5) tamponda 1/5 dilüsyon ile Sorvall Omni Mixer
homojenizatörde homojenize edilmifltir. Homojenat
so¤utmal› santrifüjde (Sorvall RC-5B) +4 ºC’de 20.000
rpm’de 20 dakika santrifüj edilmifltir.
Amonyum Sülfat (NH4)2SO4 ile Doyurma : Kat›
(NH4)2SO4 % 30-70 doygunlu¤a eriflinceye kadar
süpernatanta yavafl yavafl kar›flt›rarak ilave edilmifltir.
20.000 rpm’de 20 dakika santrifüj edilerek pelet k›sm›
al›nm›flt›r.
Dializ : Pelet homojenat tamponunda 7 ml çözülüp
dializ torbas›na konularak +4 ºC’de ayn› tampona karfl›
yaklafl›k 8 saat süre ile dializ edilmifltir. Dializ esnas›nda 3
kez tampon de¤ifltirilmifltir.
DEAE Sefadeks A-50 Kromatografi : DEAE
Sefadeks A-50 ile doldurulan kolondan (2,5 x 8 cm) 1
mM EDTA, 2 mM 2-merkaptoetanol içeren 50 mM Tris-
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gerçeklefltirilmifltir. Alt birimlerin moleküler a¤›rl›k tayini
için s›¤›r albumini (66.000 Da), yumurta albumini
(45.000 Da), gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz
(36.000 Da), karbonik anhidraz (29.000 Da), tripsinojen
(24.000 Da), tripsin inhibitör (20.000 Da), αlaktalbumin (14.200 Da) standartlar› kullan›lm›flt›r.
Pirüvat kinaz›n alt birimlerinin moleküler a¤›rl›¤›
moleküler a¤›rl›k log 10-3 Rf grafiginden hesaplanm›flt›r.

HCl (pH 8,1) tampon geçirilerek dengelenmifltir. 3,5 ml
enzim DEAE Sefadeks A-50 kolona uygulanm›flt›r. Daha
sonra tamponun 260 ml’sinde 0-0,6 M KCl gradienti
kolona uygulanm›fl ve ak›fl h›z› 70 ml/saat olarak
ayarlanarak 2,5 ml’lik fraksiyonlar toplanm›flt›r. Pirüvat
kinaz aktivitesi yüksek olan fraksiyonlar birlefltirilmifltir.
Sefaril S-200 Kolon Kromatografi : Sefaril S-200
kolona doldurulmufl ve kolondan 1 mM EDTA, 2 mM 2merkaptoetanol, 50 mM KCl içeren 50 mM Tris HCl (pH
7,5) tamponu geçirilerek dengelenmifltir. Enzim aktivitesi
yüksek fraksiyonlardan 2,5 ml kolona (2,5 x 8 cm)
uygulanarak kolon 27 ml/saat ak›fl h›z› ve ayn› tampon ile
elüe edilmifl ve 2,5 ml’lik fraksiyonlar toplanm›flt›r.

Bulgular
Sefadeks A-50 kolonda tuz gradienti ile normal ve
tümör dokusunda pirüvat kinaz enziminin iki pik halinde
elüe edildi¤i saptanm›flt›r. DEAE Sefadeks A-50 kolondan
pirüvat kinaz›n I. piki 0,05 M KCl'de, II. piki 0,3 M KCl'de
elüe edilmifltir. Bu sonuç insan meme doku pirüvat
kinaz›n›n iki izoenziminin oldu¤unu göstermektedir.

Blue Sefaroz CL-6B Affinite Kromatografi : Pirüvat
kinaz aktivitesi yüksek olan fraksiyonlar 50 mM Tris HCl
(pH 7,5) tampon ile y›kanarak dengeye getirilen Sefaroz
CL-6B kolona (0,8 x 5,5 cm) uygulanm›fl ve ak›fl h›z› 110
ml/saat olarak ayarlanm›flt›r. Kolondan önce 50 mM Tris
HCl (pH 7,5) tamponu, daha sonra 80 mM NaCl içeren 40
mM Tris HCl (pH 7,5) tamponu geçirilmifltir. 280 nm’de
absorbans düflmeye bafllay›nca 80 mM NaCl, 0,1 mM FDP
içeren 40 mM Tris HCl (pH 7,5) tamponu ile enzim elüe
edilmifltir. Enzim aktivitesi yüksek olan tüpler
birlefltirilmifltir.

Tümör meme dokusunda pirüvat kinaz aktivitesi
normal meme dokusuna göre 5,2 kat fazla bulunmufltur.
Tümör meme dokusunda II. pikin pirüvat kinaz
aktivitesinde önemli bir art›fl saptanm›flt›r.
Saflaflt›rma basamaklar› Tablo 1 ve 2’de verilmifltir.
Normal meme dokusunda pirüvat kinaz›n I. piki % 79,2
verimle 1591 kat, II. piki % 76 verimle 636,4 kat
saflaflt›r›lm›flt›r. Tümör meme dokusunda pirüvat kinaz›n
I. piki % 3 verimle 219 kat, II. piki % 12 verimle 318 kat
saflaflt›r›lm›flt›r. Tümör meme dokusunda % verim düflük
bulunmufltur. DEAE-Sefadeks, Sefaril S-200, Sefaroz CL6B affinite kromatografi esnas›nda enzim aktivitesi
yüksek tüplerin birkaç› birlefltirilmifltir. Buna ba¤l› olarak
da tümör meme dokusunda total enzim aktivitesi düflmüfl
ve % verim azalm›flt›r.

SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Sülfat-Poliakrilamid
Jel Elektroforezi) : Alt birimlerin moleküler a¤›rl›k tayini
Laemmli (20) metoduna göre Discontinuous SDS-PAGE
tekni¤i ile yap›lm›flt›r. Bir mm kal›nl›¤›nda jeller
haz›rlanm›fl ve stacking jelde % 3, ay›r›m jelde % 11
akrilamid kullan›lm›flt›r. Güç kayna¤› sabit ak›m modunda
(20 mA/jel) kullan›lm›fl ve so¤utma çeflme suyu ile

Tablo 1. ‹nsan normal meme dokusu pirüvat kinaz›n›n saflaflt›r›lmas›.
Total protein
(mg)
Homojenat

Total aktivite
(ünite)

Spesifik aktivite
(U/mg protein)

Verim
(%)

Saflaflt›rma
(kat)

91

9,6

0,11

-

-

%30-70 (NH4)2SO4-Dializ

11,7

8,71

0,75

90,7

6,8

Sefadeks A-50 (I. pik)

5,2

7,8

0,93

81,3

8,5

Sefaril S-200 (I. pik)

1,7

7,7

4,5

80,2

40,9

Sefaroz CL-6B (I. pik)

0,043

7,6

175

79,2

1591

Sefadeks A-50 (II. pik)

6,2

8,4

1,36

87,5

12,4

Sefaril S-200 (II. pik)

2,2

7,7

3,6

80,2

32,7

Sefaroz CL-6B (II. pik)

0,1

7,3

70

76

636,4
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Tablo 2. ‹nsan tümör meme dokusu pirüvat kinaz›n›n saflaflt›r›lmas›.
Total protein
(mg)

Total aktivite
(ünite)

Spesifik aktivite
(U/mg protein)

Verim
(%)

Saflaflt›rma
(kat)

Homojenat

47,3

27,1

0,57

-

-

%30-70 (NH4)2SO4-Dializ

18,6

18,6

1,14

68,6

2

Sefadeks A-50 (I. pik)

2,8

7

2,5

26

4,4

Sefaril S-200 (I. pik)

0,9

2,8

3,1

10,3

5,4

Sefaroz CL-6B (I. pik)

0,0064

0,8

125

3

219

Sefadeks A-50 (II. pik)

3

11,2

3,7

41,3

6,5

Sefaril S-200 (II. pik)

1,35

7,2

5,3

27

9,3

Sefaroz CL-6B (II. pik)

0,018

3,3

181

12

318

Pirüvat kinaz›n alt birimlerinin moleküler a¤›rl›¤›
saflaflt›r›lm›fl enzimin SDS-PAGE’e uygulanmas› ile
saptanm›flt›r (fiekil 1). Moleküler a¤›rl›k; normal meme
dokusunda I. pikte 30.000 Da, II. pikte 63.000 Da,
tümör meme dokusunda I. pikte 16.500 Da, II. pikte
60.000 Da olarak bulunmufltur (fiekil 2-5). Saflaflt›r›lm›fl
insan tümör meme doku pirüvat kinaz›n›n II. pikinin
moleküler a¤›rl›¤› normal meme dokusu ile hemen hemen
ayn› iken I. pikin moleküler a¤›rl›¤› normal meme
dokusundan düflük bulunmufltur.

Tart›flma

FDP varl›¤›nda ve yoklu¤unda, de¤iflen PEP
konsantrasyonlar›nda pirüvat kinaz aktivite grafi¤i flekil
6-9’da verilmifltir. Reaksiyon h›z e¤risi normal ve tümör
meme dokusu pirüvat kinaz›n›n I. pikinde hiperboliktir ve
FDP taraf›ndan aktive edilmemifltir. II. pikte reaksiyon h›z
e¤risi tümör meme dokusunda hiperbolik, normal meme
dokusunda ise sigmoidald›r ve normal meme dokusunun
II. piki FDP taraf›ndan aktive edilmifltir. PEP için Hill
katsay›s› (nH) de¤eri normal meme dokusunda I. pik için
1, II. pik için 1,5, tümör meme dokusunda I. ve II. pik için
1,6'd›r. nH PEP için enzimde en az iki ba¤lanma
bölgesinin varl›¤›n› göstermifltir. Tümör dokusunun II.
pikinde enzimin substrata olan ilgisi azalm›flt›r.

Hilf ve ark. (22)’lar› normal meme veya fibroblastik
hastal›k
olarak
teflhis
edilen
örnekler
ile
karfl›laflt›r›ld›¤›nda duktal meme karsinomunda pirüvat
kinaz aktivitesinin artt›¤›n› aç›klam›fllard›r. Mastektomi
esnas›nda lenfotik metastaz olmayan kanserlerde
incelenen parametrelerin ço¤unda farkl›l›k olmamas›na
ra¤men, pirüvat kinaz aktivitesinde belirgin bir art›fl
saptanm›flt›r. Bu veri, duktal karsinomlar›n yaln›z hücre
say›s›ndaki art›fla ba¤l› olmayan farkl› bir metabolik
kapasiteye sahip oldu¤unu göstermektedir.

Saflaflt›r›lm›fl insan meme pirüvat kinaz› için optimal
pH normal meme doku pirüvat kinaz›n›n I. pikinde 7,5, II.
pikinde 7,1, tümör meme dokusu pirüvat kinaz›n›n I.
pikinde 7,3, II. pikinde 7,1 olarak saptanm›flt›r (fiekil
10,11).
‹nkübasyon ortam›na MgCl2 ilave edilmedi¤i zaman
enzim aktivitesi düflüktür. Ortama MgCl2 ilavesi ile enzim
aktivitesi artm›flt›r (fiekil 12,13).
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M1 tip pirüvat kinaz izoenziminin subünitesinin
moleküler a¤›rl›¤› s›¤›r ve tavflan iskelet kas›nda 57.000
Da, s›çan kalp kas›nda 57.000-59.000 Da, s›çan beyninde
56.000 Da, s›¤›r kalp kas›nda 55.000 Da, insan iskelet
kas›nda 61.000 Da, insan akci¤erinde 62.000 Da olarak
rapor edilmifltir (18,21). Elde edilen SDS-PAGE verileri,
insan meme doku pirüvat kinaz›n›n di¤er doku pirüvat
kinazlar›nda
oldu¤u
gibi
tetramer
oldu¤unu
göstermektedir.

Tiroid kanseri ve hepatomalarda normal doku ile
karfl›laflt›r›ld›¤›nda pirüvat kinaz›n spesifik aktivitesinin
artt›¤›, sarkomalarda, insan beyin tümörlerinde pirüvat
kinaz›n spesifik aktivitesinin düfltü¤ü bildirilmifltir (23).
Ibsen ve ark. (24)’lar› pirüvat kinaz›n spesifik aktivitesi ile
meme dokusunun malignitesi aras›nda bir iliflki oldu¤unu
ileri sürmüfllerdir. Enzim aktivitesinin malign meme
kanserinde yüksek iken normal meme dokusunda daha
düflük oldu¤u bildirilmifltir. Benign meme tümörleri
normal doku ile malign tümör aras›nda bir de¤er
göstermifltir. E¤er tümörün nitelik tan›m› yap›lacak ise
insan memesindeki neoplazma örne¤inin heterojen yap›s›
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fiekil 1. A: SDS-PAGE ile normal meme dokusunda pirüvat kinaz›n subünitelerinin moleküler
a¤›rl›¤›n›n tayini.
1 : Standartlar
2 : Normal meme dokusunda pirüvat kinaz enzimi (I. pik)
3 : Normal meme dokusunda pirüvat kinaz enzimi (II. pik)
B: SDS-PAGE ile tümör meme dokusunda pirüvat kinaz›n subünitelerinin moleküler
a¤›rl›¤›n›n tayini.
1 : Tümör meme dokusunda pirüvat kinaz enzimi (I. pik)
2 : Tümör meme dokusunda pirüvat kinaz enzimi (II. pik)
3 : Standartlar
Standartlar: α-laktalbumin (MW 14.2 kDa); tripsin inhibitör (MW 20 kDa); tripsinojen
(MW 24 kDa); karbonik anhidraz (MW 29 kDa); gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz
(MW 36 kDa); yumurta albumini (MW 45 kDa); s›¤›r albumini (MW 66 kDa).
100
100
66
63

Moleküler A¤›rl›k log 10-3

Moleküler A¤›rl›k log 10-3

66
45
36
30
29
24
20

45
36
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24
20
14.2

14,2
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0

0,2

0,4

0,6
Rf

0,8

1

1,2

fiekil 2. SDS-PAGE ile normal meme dokusunda pirüvat kinaz›n (I. pik)
subünitelerinin moleküler a¤›rl›¤›n›n tayini. Rf (relatif
mobilite): proteinin göç mesafesi (cm) / boyan›n göç mesafesi
(cm). α-laktalbumin (MW 14.2 kDa); tripsin inhibitör (MW 20
kDa); tripsinojen (MW 24 kDa); karbonik anhidraz (MW 29
kDa); pirüvat kinaz (MW 30 kDa); gliseraldehid-3-fosfat
dehidrogenaz (MW 36 kDa); yumurta albumini (MW 45 kDa);
s›¤›r albumini (MW 66 kDa).

10

0

0.2

0.4

0.6
Rf

0.8

1

1.2

fiekil 3. SDS-PAGE ile normal meme dokusunda pirüvat kinaz›n (II. pik)
subünitelerinin moleküler a¤›rl›¤›n›n tayini. Rf (relatif
mobilite): proteinin göç mesafesi (cm) / boyan›n göç mesafesi
(cm). α-laktalbumin (MW 14.2 kDa); tripsin inhibitör (MW 20
kDa); tripsinojen (MW 24 kDa); karbonik anhidraz (MW 29
kDa); gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz (MW 36 kDa);
yumurta albumini (MW 45 kDa); pirüvat kinaz (MW 63 kDa);
s›¤›r albumini (MW 66 kDa).
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100
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Molekül A¤›rl›k log 10-3

Moleküler A¤›rl›k log 10-3
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fiekil 4. SDS-PAGE ile tümör meme dokusunda pirüvat kinaz›n (I. pik)
subünitelerinin moleküler a¤›rl›¤›n›n tayini. Rf (relatif
mobilite): proteinin göç mesafesi (cm) / boyan›n göç mesafesi
(cm). α-laktalbumin (MW 14.2 kDa); pirüvat kinaz (MW 16.5
kDa); tripsin inhibitör (MW 20 kDa); tripsinojen (MW 24 kDa);
karbonik anhidraz (MW 29 kDa); gliseraldehid-3-fosfat
dehidrogenaz (MW 36 kDa); yumurta albumini (MW 45 kDa);
s›¤›r albumini (MW 66 kDa).

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

Rf
fiekil 5. SDS-PAGE ile tümör meme dokusunda pirüvat kinaz›n (II. pik)
subünitelerinin moleküler a¤›rl›¤›n›n tayini. Rf (relatif
mobilite): proteinin göç mesafesi (cm) / boyan›n göç mesafesi
(cm). α-laktalbumin (MW 14.2 kDa); tripsin inhibitör (MW 20
kDa); tripsinojen (MW 24 kDa); karbonik anhidraz (MW 29
kDa); gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz (MW 36 kDa);
yumurta albumini (MW 45 kDa); pirüvat kinaz (MW 60 kDa);
s›¤›r albumini (MW 66 kDa).
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fiekil 6. Saflaflt›r›lm›fl insan normal meme pirüvat kinaz aktivitesinin (I.
pik) PEP konsantrasyonuna ba¤l› olarak de¤iflimi (o) kontrol,
(●) ‹nkübasyon ortam›na 0,01 M FDP ilave edilmifl.
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2
Pirüvat Kinaz Aktivitesi (U/ml)

Pirüvat Kinaz Aktivitesi (U/ml)
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1,6
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fiekil 7. Saflaflt›r›lm›fl insan normal meme pirüvat kinaz aktivitesinin (II.
pik) PEP konsantrasyonuna ba¤l› olarak de¤iflimi (o) kontrol,
(●) ‹nkübasyon ortam›na 0,01 M FDP ilave edilmifl.
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fiekil 8: Saflaflt›r›lm›fl insan tümör meme dokusu pirüvat kinaz
aktivitesinin (I. pik) PEP konsantrasyonuna ba¤l› olarak
de¤iflimi (o) kontrol, (●) ‹nkübasyon ortam›na 0,01 M FDP
ilave edilmifl.

Kontrol
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fiekil 9: Saflaflt›r›lm›fl insan tümör meme dokusu pirüvat kinaz
aktivitesinin (II. pik) PEP konsantrasyonuna ba¤l› olarak
de¤iflimi (o) kontrol, (●) ‹nkübasyon ortam›na 0,01 M FDP
ilave edilmifl.
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fiekil 10. Saflaflt›r›lm›fl insan normal meme dokusu pirüvat kinaz›n›n
optimal pH's›n›n belirlenmesi (o) I. pik, (●) II. pik. 37 oC
inkübasyon ortam›na enzim substrat› olarak 3 mM PEP ilave
edilmifltir.

fiekil 11. Saflaflt›r›lm›fl insan tümör meme dokusu pirüvat kinaz›n›n
optimal pH's›n›n belirlenmesi (o) I. pik, (●) II. pik. 37 ºC
inkübasyon ortam›na enzim substrat› olarak 6 mM PEP ilave
edilmifltir.

özel dikkat gerektirmektedir. Glikolitik enzimlerin
aktivitesindeki de¤ifliklikler neoplastik meme bezinin
büyümesi için önemli olabilir (25).

% 78’inde tümör M2 pirüvat kinaz aktivitesi ile hastal›¤›n
klinik safhas› aras›nda pozitif bir korelasyon oldu¤unu
bildirilmifl ve meme tümörünün klinik safhas›n›n
belirlenmesinde tümör M2 pirüvat kinaz enziminin araç
olarak kullan›labilece¤ini desteklenmifltir (26,27).

Tek olarak veya hormonal ajanlar ile birlikte
trastuzumab ile tedavi edilmifl meme kanserli hastalar›n
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fiekil 12. Saflaflt›r›lm›fl insan normal meme dokusu pirüvat kinaz
aktivitesi üzerine MgCl2'ün etkisi. (o) I. pik, (●) II. pik. 37 ºC
inkübasyon ortam›na enzim substrat› olarak 3 mM PEP, I.
pike 7,5, II. pike 7,1 pH’da Tris HCl tamponu ilave edilmifltir.

fiekil 13. Saflaflt›r›lm›fl insan tümör meme dokusu pirüvat kinaz
aktivitesi üzerine MgCl2'ün etkisi. (O) I. pik, (O) II. pik. 37 oC
inkübasyon ortam›na enzim substrat› olarak 6 mM PEP, I.
pike 7,3, II. pike 7,1 pH’da Tris HCl tamponu ilave edilmifltir.

Çal›flmada normal meme doku pirüvat kinaz›n›n
spesifik aktivitesi 0,11 U/mg protein, tümör doku pirüvat
kinaz›n›n ise 0,57 U/mg protein olarak bulunmufltur.
Sonuçlar, tümör dokusunda pirüvat kinaz›n spesifik
aktivitesinde genellikle gözlenen artma ile uyum içindedir.

tümörlerin büyüme h›z›n›n artt›kça hücrelerde bulunan M
izoenzimin K izoenzime dönüflme h›z›n›n da artt›¤›n›
bildirmifllerdir.

Malign dokularda izoenzim dönüflümünün, M
izoenzimden K izoenzime oldu¤u rapor edilmifltir (9,16).
Pirüvat kinaz›n spesifik aktivitesi ile meme tümörü
aras›nda bir iliflki oldu¤u, tümör geliflimi esnas›nda
pirüvat kinaz›n II. fraksiyonunda spesifik aktivitenin
artt›¤› bulunmufltur. Çeflitli tümörlerde bulunan ve M2
pirüvat kinaz ile ayn› olan tümör meme dokusundaki II.
fraksiyonun L-sistein inhibisyonuna duyarl› oldu¤u,
normal meme dokusundaki II. fraksiyonun ise duyarl›
olmad›¤› gözlenmifltir. Normal ve tümör dokusunda ATP,
L-sistein, L-fenilalanin inhibisyonunun ve moleküler
a¤›rl›¤›n›n de¤iflmesi izoenzim dönüflümünün olabilece¤ini
ve tümör dokusundaki II. fraksiyonun glikolitik h›z›n
artmas›na katk›da bulunabilece¤ini göstermektedir (16).
Farina ve ark. (28) hepatomada, M izoenzimin K
izoenzime dönüflümünün histolojik farkl›l›k ile ilgili
oldu¤unu aç›klam›fllard›r. Tolle ve ark. (29)’lar› ratlar›n
nöron ve gliyal hücrelerden, nöroblastoma ve
glioblastomalar›n kültürlerinden izole edilmifl çal›flmalarda
M izoenzimin K izoenzime dönüfltü¤ünü ve genelde
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Tümör hücrelerindeki M2 tip pirüvat kinaz›n, böbrek
medullas› ve akci¤er dokusunun glikolitik hücrelerinden
izole edilen enzimden farkl› oldu¤u görülmüfltür. Tümör
hücresindeki M2 tip pirüvat kinaz›n spesifik formu cAMP’ye ba¤l› olmayan protein kinaz taraf›ndan fosforile
edilerek inhibe edilmektedir. Bu dönüflümün nükleik asit
biyosentezi için habercilerin sa¤lanmas›n› art›rd›¤› ve
glukozdan riboza karbonhidrat ak›fl›n› onaylad›¤› fleklinde
yorumlanm›flt›r (30).
Pirüvat kinaz enziminin maksimal aktivite
++
+
gösterebilmesi için Mg ve K gibi baz› metal iyonlar›na
veya NH4+ iyonuna kofaktör olarak ihtiyac› vard›r. Enzim
ile substrat aras›ndaki etkileflim, enzime ba¤lanan bu
katyonlar vas›tas› ile olmaktad›r (31,32).
M1 tip pirüvat kinaz için optimal pH'n›n 7,5, PEP
e¤risinin hiperbolik; M2 tip için optimal pH'n›n 6,9, PEP
e¤risinin sigmoidal oldu¤u bildirilmifltir. Pirüvat kinaz için
optimal pH s›¤›r iskelet kas›nda 7,1, insan iskelet kas›nda
7,5, domuz kalp kas›nda 7,2, s›¤›r beyninde 6,8-7,2
aras›nda bulunmufltur. Tavuk karaci¤er, domuz böbrek,
insan akci¤er, köpek akci¤er ve tümörü, rat karaci¤er ve
hepatomas›nda pirüvat kinaz enzimi düflük PEP
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konsantrasyonunda FDP taraf›ndan aktive edilmektedir
(6,11,18).
‹nsan, domuz ve s›¤›r L tip pirüvat kinaz enzimini
düflük PEP konsantrasyonunda FDP, önemli derecede
aktive etmektedir. Bu aktivasyon tavuk karaci¤er, insan
akci¤er, domuz böbrek, domuz akci¤er ve tümörü, rat
hepatoma ve rat karaci¤erindeki M2 izoenzimi ile de
meydana gelmektedir. ‹skelet kas›ndaki pirüvat kinaz›n
FDP taraf›ndan etkilenmedi¤i görülmüfltür (6).

DEAE Sefadeks A-50 ile ayr›lan normal meme
dokusunda I. pik hiperbolik bir kinetik gösterdi¤i ve FDP
taraf›ndan aktive edilmedi¤i için M1 tip pirüvat kinaz, II.
pik ise sigmoidal kinetik gösterdi¤i ve FDP taraf›ndan
aktive edildi¤i için M2 tip pirüvat kinaz oldu¤u
düflünülmektedir. Tümör meme dokusunun M2 izoenzimi,
normal
doku
M2
izoenziminden
farkl›l›klar
göstermektedir. Tümör meme dokusunda M2 izoenzimin
K izoenzime dönüfltü¤ü düflünülmektedir.
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